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RINGKASAN 
AMALIA FIRDAUSYAH. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Pare (Momordica 
charantia) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In vitro (di bawah 
bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS. dan Ir. Ellana Sanoesi, MP.) 
  
Budidaya perikanan merupakan salah satu subsektor yang dapat 
diharapkan dalam mewujudkan misi kesejahteraan masyarakat. Akan tetapi 
terdapat permasalahan ang dapat menghambat kegiatan budidaya yaitu penyakit 
ikan. Penyakit ikan adalah hal yang tidak diinginkan bagi pembudidaya ikan, 
karena dapat menyebabkan panen tidak maksimal dan kematian massal pada 
ikan, akibatnya akan mengalami banyak kerugian. Penyakit yang disebabkan 
oleh bakteri dapat menginfeksi ikan. Salah satu bakteri yang dapat menginfeksi 
ikan yaitu Pseudomononas fluorescens. Pseudomonas fluorescens merupakan 
bakteri yang dapat menimbulkan luka pada ikan. Cara pengobatan penyakit 
kadang dilakukan dengan pemberian antibiotik. Namun, penggunaan antibiotik 
secara terus – menerus dapat menyebabkan resistensi dan menimbulkan residu. 
Salah satu alternatif yang dapat digunakan untuk pengobatakan penyakit 
bakterial adalah dengan menggunakan bahan alami yaitu Daun Pare (M. 
charantia) karena mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, alkaloid, tanin, 
dan saponin. 
Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui aktivitas antibakteri 
ekstrak kasar daun pare (M. charantia) terhadap bakteri P. fluorescens secara in 
vitro. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Sentral Ilmu Hayati, Universitas 
Brawijaya, Malang pada bulan Maret – April 2021. 
Penelitian ini menggunakan metode metode eksperimen. Metode 
eksperimen adalah metode untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh 
pemberian beberapa perlakuan terhadap subjek penelitian, sehingga dapat 
mengetahui perbedaan hasil pada setiap perlakuan. Rancangan percobaan yang 
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan menggunakan 5 
perlakuan dosis ekstrak kasar daun pare (M. charantia) yaitu perlakuan A (50 
ppm), perlakuan B (100 ppm), perlakuan C (150 ppm), perlakuan D (200 ppm), 
dan perlakuan E (250 ppm). Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali 
ulangan. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kasar daun 
pare memberikan pengaruh nyata terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri P. 
fluorescens dalam uji cakram. Dosis terendah ekstrak kasar mulai menghambat 
pertumbuhan bakteri adalah perlakuan dosis 50 ppm dengan rerata zona hambat 
7,83 mm sedangkan tertinggi pada perlakuan dosis 250 ppm dengan rerata zona 
hambat 10,50 mm. Hubungan antara dosis ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) dengan diameter zona hambat yang terbentuk adalah linear, dimana 
persamaannya y = 0,012x + 7,6507 dan koefisien R2 yaitu sebesar 0,855.    
Kesimpulan yang didapat yaitu ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
dapat digunankan sebagai antibakteri P. fluorescens. Antibakteri ini bersifat 
bakteriostatik, dimana bakteriostatik merupakan kondisi yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. Perlakuan dosis yang optimal yaitu pada dosis 250 ppm, 
dengan hasil rerata zona hambat yaitu 10,50 mm. 
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SUMMARY 
AMALIA FIRDAUSYAH. Antibacterial Activity of Bitter Melon Leaf Extract 
(Momordica charantia) Against Pseudomonas fluorescens Bacteria By In vitro 
(under the guidance of Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS. and Ir. Ellana Sanoesi, 
MP.) 
  
Aquaculture is one of the sub-sectors that can be expected in realizing the 
mission of community welfare. However, there are problems that can hinder 
cultivation activities, namely fish diseases. Fish disease is undesirable for fish 
farmers, because it can cause suboptimal harvests and mass death of fish, 
resulting in a lot of losses. Diseases caused by bacteria can infect fish. One of 
the bacteria that can infect fish is Pseudomononas fluorescens. Pseudomonas 
fluorescens is a bacterium that can cause injury to fish. How to treat the disease 
is sometimes done with antibiotics. However, continuous use of antibiotics can 
lead to resistance and lead to residues. One alternative that can be used for the 
treatment of bacterial diseases is to use natural ingredients, namely bitter melon 
leaves (M. charantia) because they contain active compounds such as 
flavonoids, alkaloids, tannins, and saponins. 
The purpose of this study was to determine the antibacterial activity of 
bitter melon leaf extract (M. charantia) against P. fluorescens bacteria in vitro. 
This research was conducted at the Central Laboratory of Life Sciences, 
Brawijaya University, Malang in March – April 2021. 
This research uses experimental methods. The experimental method is a 
method to determine whether or not there is an effect of giving several treatments 
to research subjects, so that they can find out the difference in the results of each 
treatment. The experimental design used was a completely randomized design 
(CRD) using 5 doses of bitter melon leaf extract (M. charantia) treatment, namely 
treatment A (50 ppm), treatment B (100 ppm), treatment C (150 ppm), treatment 
D (200 ppm). ppm), and treatment E (250 ppm). Each treatment was repeated 3 
times. The results of this study indicated that the crude extract of bitter melon 
leaves had a significant effect on the growth inhibition of P. fluorescens bacteria 
in the disc test. The lowest dose of crude extract started to inhibit bacterial growth 
was the 50 ppm dose treatment with an average inhibition zone of 7.83 mm, 
while the highest dose was 250 ppm with an average inhibition zone of 10.50 
mm. The relationship between the dose of bitter melon leaf extract (M. charantia) 
and the diameter of the inhibition zone formed was linear, where the equation 
was y = 0,012x + 7,6507 and the R2 coefficient was 0,855. 
The conclusion is that bitter melon leaf extract (M. charantia) can be used 
as an antibacterial for P. fluorescens. This antibacterial is bacteriostatic, where 
bacteriostatic is a condition that can inhibit the growth of bacteria. The optimal 
dose treatment was at a dose of 250 ppm, with an average inhibition zone of 
10.50 mm.  
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1. PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Tulak (2017), mengatakan bahwa Indonesia memiliki luas laut 2/3 dari 
daratannya yaitu 3,544 juta km². Selain itu, Indonesia juga memiliki garis pantai 
terpanjang kedua di dunia setelah Kanada yaitu 104.000 km² serta memiliki 
jumlah pulau terbanyak yaitu 17.504. Data di atas membuktikan bahwa Indonesia 
sangat memiliki potensi besar dalam peningkatan pembangunan sektor yang ada 
Di Indonesia, khususnya sektor perikanan. Menghadapi era globalisasi, potensi 
tersebut dapat memperkuat ketahanan pangan juga menciptakan nilai tambah 
dan daya saing yang baik dalam negeri maupun luar negeri.  
Tersedianya potensi yang besar, sektor kelautan dan perikanan dapat 
menjadi jalan bagi masyarakat Indonesia menuju kemakmuran. Didukung oleh 
pernyataan Suman, Hari, Fayakun, dan Khairul (2016), hal ini bukan suatu yang 
hal yang tidak mungkin, sebab perikanan merupakan salah satu industri utama 
yang dapat mengubah Indonesia sebagai negara yang perekonomiannya maju 
pada tahun 2030. Untuk mencapai hal ini diperlukan pengelolaan sumber daya 
ikan yang lestari dan berkelanjutan untuk mewujudkannya. 
Salah satu sektor kelautan dan perikanan yang unggul adalah kegiatan 
budidaya perikanan. Hermawan, Amanah dan Fatchiya (2017), mengatakan 
bahwa akuakultur atau biasa disebut budidaya perikanan merupakan salah satu 
subsektor yang menjanjikan dalam mewujudkan misi kesejahteraan masyarakat 
kelautan dan perikanan. Akuakultur berkontribusi pada kesejahteraan 
pembudidaya ikan dengan menyediakan lapangan kerja dan pendapatan bagi 
masyarakat serta memastikan ketersediaan pangan, nutrisi, dan kesehatan 
keluarga. Akuakultur juga berkontribusi pada pengurangan kemiskinan dan 
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pertumbuhan pendapatan di beberapa bagian dunia, antara lain di China, 
Indonesia dan Vietnam. 
Akan tetapi dalan kegiatan budidaya perikanan tentunya akan berkaitan 
dengan beberapa permasalahan. Aristoteles, Wardiyanto dan Pratama (2015), 
mengatakan bahwa ada beberapa masalah akibat gagalnya kegiatan budidaya. 
Salah satu pemasalahan tersbut disebabkan adanya penyakit pada ikan. 
Penyakit ikan adalah hal yang tidak diinginkan bagi pembudidaya ikan, karena 
dapat menjadi hasil produksi tidak optimal dan dapat menyebabkan kematian 
massal pada ikan, akibatnya pembudidaya mengalami banyak kerugian. 
Menurut Afrianto, Liviawaty, Jamaris, dan Hendi (2015), penyakit 
merupakan segala bentuk anomali yang dapat mengganggu kehidupan ikan. 
Penyakit juga dapat diartikan sebagai kondisi abnormal yang disebabkan oleh 
penuruan kemampuan ikan secara bertahap untuk mempertahankan fungsi 
fisiologisnya. Penyebab Ikan menjadi tidak normal adalah karena pengaruh dari 
dirinya sendiri dan lingkungan sekitarnya.  
Menurut Mahardika, Mastuti, Roza, Syahidah, Astuti, Ismi, dan Zafran 
(2020), ketidakseimbangan komponen fisika dan kimia perairan dapat 
mengakibatkan terjadinya penyakit non infeksi, sedangkan ketidakseimbangan 
faktor biologi dapat menyebabkan penyakit infeksi. Banyak penyakit infeksi yang 
dapat merugikan pembudidaya dapat disebabkan oleh virus, bakteri, parasit, dan 
patogen lainnya yang belum terdiagnosis. Penyakit pada ikan muncul sebagai 
akibat interaksi antara inang, patogen, dan stressor eksternal seperti perubahan 
lingkungan yang disebabkan oleh sistem manajemen budidaya yang tidak 
memadai.  
Salah satu penyakit yang sering menginfeksi ikan budidaya adalah 
penyakit bakterial. Foysal, Rahman, dan Alam (2011), Penyakit ikan bakteri 
merupakan salah satu penyakit utama tantangan yang dihadapi produksi 
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perikanan budidaya yang berkelanjutan. Pseudomonas fluorescens merupakan 
salah satu patogen oportunistik penyebab penyakit pada kegiatan budidaya. 
Bakteri P. fluorescens menginfeksi ke dalam tubuh ikan melalui insang dan kulit 
yang terluka serta menimbulkan gejala seperti pembengkakan pada perut, luka 
kemerahan, nekrosis pada organ, dan bisul yang biasa disebut hemorraghic 
septicemia. 
Abdel-Razek (2019), mendapatkan hasil pada penelitiannya bahwa ikan 
nila (Oreochromis niloticus) yang diinjeksi secara intraperitoneal dengan 
kepadatan bakteri P. fluorescens 104 CFU/ml, 106 CFU/ml, 107 CFU/ml, dan 108 
CFU/ml dapat menyebabkan ikan mati sebanyak 40%, 50%, 80%, dan 90% dari 
total jumlah ikan. Diperkuat oleh pendapat Nimah, Ma’ruf, dan Trianto (2012), 
bahwa bakteri pembusuk yang terdapat pada ikan diantaranya adalah 
Pseudomonas (32 – 60%) dan Bacillus (<18%). Bakteri tersebut adalah bakteri 
yang berpotensi menyebabkan pembusukan pada ikan karena aktivitasnya 
dalam mendegradasi protein pada ikan.  Protein digunakan bakteri untuk 
aktivitas metabolismenya.   
Menurut Wirawan, Suryani, dan Arya (2018), pencegahan dan 
pengendalian penakit diperlukan untuk mengurangi kegagalan budidaya serta 
penyebaran penyakit. Jika pembudidaya mengenali tanda – tanda penyakit ikan 
dan memiliki pengetahuan yang cukup untuk mendiagnosis dan mengidentifikasi 
penyakit, pengelolaan dan pengobatan penyakit ikan akan efektif. Selain itu juga 
dapat diambil suatu tindakan pengobatan yang tepat. 
Masalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri patogen dapat diatasi 
dengan penggunaan antibiotik. Namun, dengan meningkatnya penggunaan 
antibiotik sebagai upaya pengobatan dapat diikuti oleh peningkatan penyakit 
patogenik, karena bakteri patogen dapat menjadi lebih resisten terhadap bahan 
kimia (antibiotik) (Sianturi, Prajitno dan Sanoesi, 2019). Hasil penelitian yang 
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dilakukan oleh Foysal, Rahman, dan Alam (2011), menunjukkan bahwa isolat 
bakteri P. fluorescens resisten terhadap cephradine, kloramfenikol, 
sulphamethoxazole dan erythromycin. Akan tetapi semua isolat bakteri sensitif 
terhadap tetracycline, streptomycin, dan gentamycin.  
M. charantia sangat sering digunakan sebagai suplemen makanan, obat 
tradisional, dan pelengkap makanan. Daun merupakan salah satu bagian yang 
paling banyak digunakan dalam pengobatan tradisional. Ini karena daunnya lebih 
banyak daripada bagian lainnya. Selain itu, daunnya mudah diekstraksi karena 
metabolit sekunder yang terdapat di dalam daun. Di wilayah Bali M. charantia 
digunakan untuk mengendalikan peradangan. Hal ini sesuai dengan penelitian 
modern yang membuktikan bahwa ekstrak M. charantia memiliki sifat 
antiinflamasi. Selain itu, M. charantia juga digunakan untuk obat tradisional 
penyakit cacar. Hal ini serupa dengan yang dilakukan oleh masyarakat di 
Kabupaten Gowa dan Kabupaten Enrekang, Sulawesi Selatan yang 
menggunakan daun M. charantia sebagai olesan pada penyakit cacar (Oktavia, 
Arifah, Arifa, dan Sujarwo, 2020). Sedangkan pada penelitian Asrina (2020), 
salah satu tanaman obat yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat yaitu daun 
pare (Momordica charantia). Daun pare umumnya dikenal sebagai obat 
tradisional. Ekstrak etanol daun pare mengandung saponin, flavonoid, dan 
polifenol untuk menyembuhkan luka. Alimi, Idonuwu, Towolawi, Akinde, Fasina 
dan Aigbemekhe (2021), mengatakan bahwa ekstrak etanol Momordica charantia 
dapat digunakan sebagai antibiotik untuk mengobati infeksi bakteri pada ikan air 
tawar seperti ikan lele. Ekstrak etanol M. charantia dapat digunakan untuk 
mengobati infeksi ikan sebagai agen antibakteri terhadap infeksi bakteri. 
5 
 
1.2 Rumusan Masalah 
Salah satu permasalahan dalam kegiatan budidaya ikan yakni adanya 
penyakit. Penyakit pada ikan dapat disebabkan oleh ketidakseimbangan antara 
inang (ikan), patogen serta lingkungan (kondisi di dalam air). Salah satu penyakit 
yang dapat menginfeksi ikan adalah penyakit bakterial. Bakteri yang kerap 
menginfeksi perairan air tawar yakni P. fluorescens dan dikenal dengan penyakit 
bisul atau hemorrhagic septicemia. Pengobatan atau penanganan yang biasa 
dilakukan yaitu dengan menggunakan antibiotik. Akan tetapi penggunaan 
antibiotik dapat menimbulkan residu dan resistensi terhadap bakteri. Salah satu 
pengobatan alternatif dengan menggunakan bahan alami yaitu penggunaan 
ekstrak kasar daun pare. Tanaman pare telah lama digunakan oleh masyarakat 
untuk penyembuhan luka. Berdasarkan urairan diatas rumusan masalah dalam 
penelitian ini adalah: 
Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) terhadap daya hambat P. fluorescens secara in vitro? 
1.3 Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri 
ekstrak kasar daun pare (Momordica charantia) terhadap P. fluorescens dan 
mengetahui dosis efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens 
secara in vitro. 
1.4 Hipotesis 
H0 : Diduga pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica charantia) dengan 
dosis yang berbeda tidak berpengaruh terhadap bakteri P. fluorescens 
H1 : Diduga pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica charantia) dengan 
dosis yang berbeda berpengaruh terhadap bakteri P. fluorescens 
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1.5 Manfaat 
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada 
masyarakat tentang penggunaan daun pare (Momordica charantia) yang dapat 
dimanfaatkan untuk menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri P. 
fluorescens dengan dosis yang efektif yang dapat digunakan.  
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2. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1  Biologi Daun Pare (Momordica charantia) 
2.1.1  Klasifikasi dan Morfologi Daun Pare (Momordica charantia) 
Klasifikasi daun pare (Momordica charantia) menurut Subahar (2004), 
adalah sebagai berikut: 
Divisi   : Spermatophyta 
Sub Divisi  : Angiospermae 
Kelas   : Dicotyledoneae 
Ordo   : Cucurbitaceae 
Genus  : Momordica 
Spesies  : Momordica charantiae 
 Subahar (2004), menjelaskan bahwa pare adalah semak yang merambat 
dengan sulur yang panjang. Sulur biasanya tumbuh di samping daun dan 
membentuk spiral. Batang muda berbulu dan menghilang seiring bertambahnya 
usia. Daun pare berbentuk lonjong, berbulu, dan berlekuk. Daun bagian atas 
berwarna hijau tua dan bagian bawah berwarna hijau muda atau kuning. Letak 
daun pare berseling dengan panjang tangkai 1,5 – 5,3 cm. Bunga pare berwarna 
kuning menyala disertai duri tempel, halus, dan berambut. Buah pare berbentuk 
bulat memanjang dengan permukaan bintil memiliki rasa pahit. Bagian buah 
yang masak berwarna jingga dengan daging buah yang tebal. Terdapat biji pare 
berbentuk bulat pipih dan permukaannya tidak rata. Biji pare keras karena 
memiliki kulit yang tebal dengan warna cokelat kekuningan. 
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Sumber: Cahyanta, 2016 
Gambar 1. Morfologi Daun Pare 
2.1.2  Habitat dan Penyebaran 
Peng, Zhu, Li, Gao, Shen, dan Meng (2019), mengatakan bahwa 
tanaman pare dapat tumbuh optimal apabila hidup merambat pada tanah dengan 
kadar air sekitar 70%. Sedangkan menurut Sunarjono dan Nurrohmah (2018), 
tanaman pare cocok hidup di dataran rendah. Syarat tumbuh baik tanaman pare 
antara lain tanahnya gembur, banyak mengandung humus, pH tanah antara 5-6. 
Menurut Subahar (2004), pare tidak termasuk tanaman yang asli dari 
Indonesia. Tanaman pare diduga berasal dari Asia tropis, terutama Myanmar dan 
India bagian barat yang lebih tepatnya di Assam. Tanaman tersebut ditemui di 
Nepal, Sri Lanka, Cina, dan di beberapa negara Asia Tenggara, Termasuk 
Indonesia. Namun belum ada data yang mengulas secara rinci kapan tanaman 
pare masuk ke Indonesia. Tanaman pare banyak tumbuh di daerah dengan iklim 
tropis dan subtropis seperti di wilayah Amazon, Afrika, Asia, dan Karibia. 
2.1.3  Kandungan Senyawa Aktif 
Daun pare memiliki kandungan senyawa aktif yang dapat digunakan 
sebagai alternatif antibiotik. Penelitian yang dilakukan oleh Azzahra, Prastiwi, 
dan Solmaniati (2019), pada uji fitokimia menunjukkan bahwa daun pare memiliki 
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kandungan senyawa aktif alkaloloid, flavonoid, tanin dan saponin yang dapat 
mempercepat penyembuhan luka. Kandungan flavonoid, alkaloid dan saponin 
pada ekstrak kasar daun pare mampu berperan sebagai zat antibakteri. 
Flavonoid mampu menghambat sintesis asam nukleat, sehingga akan 
menyebabkan pertumbuhan sel bakteri terhambat. Senyawa alkaloid mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri dengan menyebabkan perubahan morfologi 
pada bakteri. Saponin mampu menekan pertumbuhan bakteri dengan cara 
menurunkan tegangan permukaan pada dinding sel. Ketika tegangan permukaan 
terganggu, zat antibakteri dapat dengan mudah masuk ke dalam sel, kemudian 
mengganggu metabolisme hingga akhirnya terjadilah kematian bakteri. 
Undap, Simandjuntak dan Wurarah (2017), berpendapat bahwa salah 
satu keanekaragaman hayati yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi obat 
tradisional adalah tanaman pare (Momordica charantia). Bagian daun pare yang 
bermanfaat salah satunya yaitu daun. Daun pare mengandung senyawa kimia 
seperti, tannin, flavonoid, saponin, triterpenoid, dan alkaloid. Senyawa-senyawa 
tersebut memiliki sifat antibakteri. Flavonoid dalam senyawa polifenol pada 
umumnya dapat menghambat pertumbuhan baik bakteri gram positif maupun 
gram negatif. 
2.2  Ekstraksi 
Ekstraksi adalah proses penarikan kandungan kimia yang terdapat di  
dalam suatu bahan yang larut sehingga akan terpisah dari bahan yang tidak 
dapat larut dengan menggunakan bantuan pelarut. Beberapa metode yang 
banyak digunakan untuk ekstraksi adalah maserasi, perkolasi, sokletasi, dan 
refluks. Maserasi ialah proses ekstraksi tanpa pemanasan dengan perendaman 
dan beberapa dilakukan kali serta pengadukan pada suhu ruang (Supomo, 
Warnida, dan Said, 2019). 
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Salah satu faktor yang berpengaruh terhadap mutu ekstrak adalah 
metode yang digunakan dalam proses ekstraksi. Nurhasnawati, Sukarmi, dan 
Handayani (2017), berpendapat bahwa maserasi dan sokletasi merupakan dua 
metode ekstraksi yang umum digunakan. Beberapa keuntungan utama metode 
ekstraksi maserasi yaitu prosedur dan peralatan yang digunakan sederhana, 
metode ekstraksi tidak dipanaskan sehingga metabolit sekunder tidak terurai, 
ekstraksi dingin memungkinkan lebih banyaknya senyawa yang terekstraksi, 
meskipun beberapa senyawa memiliki kelarutan terbatas dalam pelarut ekstraksi 
pada suhu ruang. Metode ekstraksi cara panas atau sokletasi adalah metode 
ekstraksi terbaik untuk memperoleh hasil ekstrak yang banyak dan juga pelarut 
yang digunakan lebih sedikit sehingga lebih efisiensi bahan serta waktu yang 
digunakan lebih cepat, sampel yang diekstraksi secara sempurna karena 
dilakukan berulang-ulang. Akan tetapi kurang baik jika digunakan untuk 
mengestraksi tanaman karena dapat merusak senyawa yang tidak tahan panas 
pada tumbuhan dan berakibat terjadi penguraian.  
2.3  Biologi Bakteri P. fluorescens 
2.3.1  Klasifikasi dan Morfologi Bakteri P. fluorescens 
Menurut Pratikno (2007), klasifikasi bakteri P. fluorescens adalah sebagai 
berikut: 
Kelas   : Schazomycetes 
Ordo   : Pseudomonadales 
Famili   : Pseudomonadaceae 
Genus  : Pseudomonas 
Spesies  : Pseudomonas fluorescens 
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Sumber: De Sousa, Torres, Azeredo, Figueiredo, 
Vanconcelos, dan Souza, 2012 
Gambar 2. Morfologi P. fluorescens 
Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri sel tunggal, bakteri gram negatif  
yang memiliki bentuk batang lurus atau melengkung, memiliki ukuran 0,5 – 10 
μm x 1,5 – 5 μm. Bakteri P. fluorescens mampu bergerak karena memiliki flagela 
atau motil dan  tumbuh secara aerob (Pratikno, 2007). Menurut Nishimura, 
Hattori, Inoue, Ishii, Yumoto, Tsukahara, Nakao, Ishihara, dan Nakayama (2017), 
P. fluorescens adalah bakteri yang bakteri gram negatif yang berbentuk basil 
serta bersifat aerobik layaknya bakteri Pseudomonas aeruginosa. Seperti 
anggota genus Pseudomonas lainnya, P. fluorescens tersebar luas di alam 
dengan kecenderungan yang lembab. 
2.3.2 Habitat Bakteri P. fluorescens 
Bakteri P. fluorescens adalah bakteri Gram negatif, bakteri yang tumbuh 
optimal pada 25 − 32°C. Hal ini karena bakteri ada secara luas di tanah, air, 
tumbuhan, dan hewan. P. fluorescens adalah patogen akuakultur yang umum 
menginfeksi baik vertebrata maupun invertebrata, terutama pada ikan air tawar. 
Di China, penyakit disebabkan P. fluorescens telah diamati pada berbagai 
spesies ikan budidaya, termasuk ikan mas rumput, biasa ikan mas, ikan flounder 
Jepang, dan turbot (Liu, Chi, dan Sun, 2015). 
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Menurut Sousa, Torres, Azeredo, Figueiredo, Vanconcelos, Souza 
(2012), P. fluorescens adalah bakteri basil, termasuk bakteri gram negatif dan 
bersifat aerobik. Bakteri P. fluorescenes umumnya biasa ditemukan di tanah, air 
dan tumbuhan, tetapi juga biasanya terdapat di manusia. Morfologi P. 
fluorescens disajikan pada Gambar 2. 
2.3.3  Infeksi Bakteri P. fluorescens 
Pratheepa dan Sukumaran (2011), mengatakan bahwa bakteri yang 
sering menjadi penyebab penyakit pada ikan salah satunya adalah P. 
fluorescens. Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri patogen ikan yang 
oportunistik di ekosistem air tawar. Bakteri ini dapat menyebabkan nekrosis pada 
organ internal, lesi eksternal, kehilangan pigmentasi, dan sebagainya pada 
orgnisme yan terinfeksi.  
Bakteri P. fluorescens merupakan patogen opotunistik yang berkembang 
baik dengan cepat pada ikan nila ketika terjadi permasalahan pada lingkungan 
budidaya. Lingkungan budiaya yang kurang optimal kemudian dapat 
menyebabkan adanya penyakit pada ikan nila (Dey, Hossain, dan Alam, 2020). 
Hardi, Pebrianto dan Saptiani (2014), mengatakan bahwa ikan nila yang 
terinfeksi P. fluorescens menunjukkan gejala klinis seperti kemampuan berenang 
yang buruk dan dengan posisi miring (whirling). Hal ini menunjukkan bahwa P. 
fluorescens menyebabkan kerusakan pada otak ikan sehingga keseimbangan 
berenang ikan terganggu. Gejala klinis menunjukkan adanya gejala pendarahan, 
kulit rusak, sisik lepas dan adanya memar dan luka serta produksi lendir berlebih. 
Ikan yang terinfeksi bakteri P. fluorescens mengalami clear operculum, fin root 
(sirip geripis), opacity (kekeruhan mata), dan bilateral eksoptalmia. Gambar 
gejala klinis ikan yang terinfeksi bakteri P. fluorescens disajikan pada Gambar 3. 
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 Sumber: Hardi, Pebrianto, dan Saptiani (2014) 
Gambar 3. Gejala klinis ikan yang terinfeksi Bakteri P. fluorescens 
2.4  Pertumbuhan Bakteri 
Kurva pertumbuhan menunjukkan tahapan siklus hidup P. fluorescens. 
Adapun fase yang dimaksud yaitu fase adaptasi, fase logaritmik, fase stasioner, 
dan fase kematian. Kurva pertumbuhan digunakan untuk menentukan jumlah 
panen yang ideal, yaitu pada fase stasioner. Pada fase stasioner jumlah sel 
bakteri mencapai maksimum seiring dengan kematian bakteri (Rustianti, 2016). 
Fase pertumbuhan bakteri P. fluorescens menurut Rustanti (2016) ada 
empat fase. Adapun fase pertumbuhan bakteri P. fluorescens meliputi: 
1) Fase lag/adaptasi yang terjadi pada waktu inkubasi 0-6 jam. Pada fase 
ini, pertumbuhan P. fluorescens sangat lamban karena masih beradaptasi 
dengan media 
2) Fase logaritmik atau dikenal dengan fase eksponensial pada waktu 
inkubasi 6-36 jam. Pada fase ini P. fluorescens mengalami pembelahan 
sel secara terus menerus yang ditandai meningkatnya jumlah sel sampai 
mencapai jumlah maksimum. 
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3) Fase stasioner yang dicapai waktu inkubasi 36 jam, ditandai dengan 
pembelahan sel P. fluorescens yang sebanding dengan jumlah kematian 
sehingga tidak terjadi peningkatan jumlah sel. 
4) Fase kematian yang terjadi setelah diinkubasi selama 48 jam. Fase ini 
ditandai oleh penurunan jumlah sel pada bakteri P. fluorescens akibat 
habisnya nutrisi penting dalam media. 
 
Sumber: Ngatirah, 2017 
Gambar 4. Fase Pertumbuhan Bakteri 
2.5  Uji Antibakteri Secara In Vitro 
Menurut Nugraha, Prasetya dan Mursiti (2017), uji antibakteri secara in 
vitro dapat dilakukan menggunakan metode difusi kertas cakram. Diketahui 
bahwa sampel dapat menghambat pertumbuhan koloni bakteri jika terdapat 
daerah bening disekitar kertas cakram akibat pengaruh senyawa bioaktif dalam 
sampel. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan mengukur nilai Diameter 
Daerah Hambat (DDH) dengan jangka sorong digital. Area bening yang terbentuk 
menunjukkan aktivitas antibakteri larutan uji terhadap bakteri. Menurut Mulyadi, 
Wuryanti, dan Sarjono (2017), metode difusi cakram ini dilakukan dengan cara 
menempatkan kertas cakram yang telah direndam kedalam larutan uji  pada 
media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri, kemudian diinkubasi. 
Pengamatan dilakukan dengan cara mengamati zona bening di sekitar cakram. 
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Pemilihan metode ini karena mudah dan sederhana untuk menentukan aktivitas 
antibakteri sampel yang di uji. Kertas cakram yang digunakan berdiameter 6 mm. 
 Berdasarkan Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI) zona 
hambat yang terbentuk, maka bakteri dapat digolongkan resisten apabila 
Diameter Daerah Hambat (DDH) <12 mm, DDH 13 – 17 mm adalah tergolong 
bakteri yang intermediate, sedangkan DDH>18 mm merupakan bakteri yang 
sensitif (Poeloengan dan Praptiwi, 2010). Respon hambat pertumbuhan bakteri 
disajikan pada Tabel 1. 
Tabel 1. Klasifikasi respon daya hambat antibakteri 
Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan 
< 5 mm Lemah 
5-10 mm Sedang 
10-20 mm Kuat 
> 20 mm Sangat Kuat 
Sumber: Yusriyani dan Parung, 2019 
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3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 
3.1  Waktu dan Waktu 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret – April 2021 di Laboratorium 
Sentral Ilmu Hayati, Universitas Brawijaya, Malang.  
3.2  Materi Penelitian 
3.2.1  Alat dan Fungsi 
Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada 
Tabel 2 dan gambar alat disajikan pada Lampiran 1. 
Tabel 2. Alat dan Fungsi 
No Alat Kegunaan 
1. Autoklaf Untuk mensterilkan peralatan yang akan 
digunakan 
2. Beaker glass Untuk wadah tabung reaksi saat sterilisasi 
3. Blender Untuk menghaluskan daun pare yang telah 
dikeringkan 
4. Blue tip dan yellow 
tip 
Untuk pelengkap mikropipet saat mengambil 
sampel 
5. Bunsen Untuk pengkondisian steril di dalam LAF  
6. Cawan petri Untuk wadah dari media dan bakteri yang akan 
diamati 
7. Tabung reaksi Untuk wadah media peremajaan bakteri 
8. Erlenmeyer Untuk wadah melarutkan dan memanaskan 
media serta kultur bakteri 
9. Gelas Ukur Untuk wadah mengukur larutan dalam skala 
besar 
10. Timbangan digital Untuk menimbang bahan yang dibutuhkan  
11. Toples kaca Untuk wadah maserasi ekstrak kasar daun 
pare  
12. Hotplate Untuk memanaskan media 
13. Jangka Sorong  Untuk mengukur zona hambat 
14. Jarum Ose Untuk mengambil bakteri dari media 
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15. Vortex mixer Untuk menghomogenkan larutan 
Tabel 2. (Lanjutan) Alat dan Fungsi 
No. Alat Fungsi 
16. LAF (Laminary Air 
Flow) 
Untuk preparasi bahan-bahan mikrobiologi dan 
sebagai tempat penanaman bakteri agar tidak 
terkontaminasi dengan udara luar 
17. Sprayer Untuk wadah alkohol 
18. Mikropipet Untuk mengambil larutan dalam skala kecil 
19. Botol Film  Untuk wadah ekstrak tanaman dalam bentuk 
pasta 
20. Rotary Vacum 
Evaporator 
Untuk memisahkan ekstrak dengan etanol 70% 
21.  Inkubator Untuk menyimpan bakteri 
 
3.1.2  Bahan dan Fungsi 
Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada 
Tabel 3 dan gambar alat disajikan pada Lampiran 1. 
Tabel 3. Bahan dan Fungsi 
No Alat Kegunaan 
1. Serbuk Daun Pare (M. 
charantia) 
Sebagai bahan ekstrak yang akan diujikan 
daya hambatnya. 
2. Bakteri P. fluorescens Sebagai objek penelitian 
.3. Kertas label Sebagai pemberian tanda alat dan bahan. 
4. Alkohol 70% Sebagai larutan aseptis  
5. PSA (Pseudomonas 
Selective Agar) 
Sebagai media cair untuk peremajaan bakteri 
dan media uji cakram 
6. Akuades Sebagai pelarut  
7. Plastik wrap Sebagai penutup cawan petri 
8. DMSO (Dimethyl 
Sulfoxide) 10% 
Sebagai bahan pengencer ekstrak kasar 
daun pare (M. charantia) 
9. NaCl Sebagai bahan untuk membuat larutan NaFis  
10. Etanol 70% Sebagai bahan pelarut saat proses maserasi 
11. Aluminium Foil Sebagai penutup badan toples pada saat 
maserasi dan sebagai penutup alat sebelum 
sterilisasi 
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12. Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen 
 
Tabel 3. (Lanjutan) Bahan dan Fungsi 
No. Bahan Fungsi 
12. Kertas Cakram  Sebagai bahan penyerap ekstrak untuk 
mengetahui zona hambat dari ekstrak yang 
digunakan 
13. Kertas Saring 
 
Sebagai bahan untuk menyaring larutan hasil 
maserasi 
14. Antibiotik 
Tetracycline 
Sebagai kontrol positif 
15. Larutan Kristal Violet Sebagai pewarna utama yang akan memberi 
warna pada bakteri 
16.  Larutan Iodin Sebagai penguat warna utama 
17.  Larutan Safranin Sebagai pemberi warna merah pada bakteri 
 
3.3  Metode Penelitian 
Metode eksperimen ialah metode penelitian yang digunakan untuk 
menentukan apakah perlakuan yang berbeda efektif jika diterapkan pada subjek 
penelitian, sehingga dapat dilihat bagaimana masing – masing perlakuan 
dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Metode eksperimen biasanya dilakukan 
di dalam laboratorium dalam kondisi yang terkendali dan steril (Kiwak, Reo, 
Montolalu, Pandey, Kaseger, dan Makapedua, 2018). 
Penelitian dilakukan dengan uji pendahuluan terlebih dahulu. Uji 
pendahuluan dilakukan dengan percobaan uji daya hambat dengan beberapa 
dosis perlakukan yang berbeda. Dosis yang digunakan dalam uji pendahuluan 
yaitu 15 ppm, 30 ppm, 45 ppm, 60 ppm, 75 ppm, 90 ppm, 105 ppm, 120 ppm, 
135 ppm, dan 150 ppm. Pada penelitian (), telah dilakukan uji pendahuluan untuk 
Cawan petri yang berisi media PSA (Pseudomonas Selective Agar) ditanami 
bakteri P. fluorescens sebanyak 100 µl kemudian diratakan menggunakan 
spatula triangle yang sudah difiksasi di atas bunsen. Kertas cakram direndam ke 
dalam ekstrak sesuai dosis yang digunakan selama 15 menit. Setelah itu, 
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diletakkan di atas media PSA yang sudah ditanami bakteri. Kemudian diinkubasi 
pada suhu 32ºC selama 24 jam. Setelah diinkubasi media diamati yang nampak. 
Dari uji pendahuluan ini didapatkan hasil ekstrak kasar daun pare pada dosis 45 
ppm adalah dosis pertama yang menunjukkan adanya zona bening terhadap 
bakteri P. fluorescens tetapi masih samar – samar, sedangkan pada dosis 60 
ppm sudah terlihat jelas adanya zona bening. Kemudian digunakan dosis 50 
karena dikhawatirkan terdapat zona bening pada dosis tersebut. 
3.4  Rancangan Penelitian 
Rancangan di penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap 
(RAL). RAL merupakan rancangan yang paling sederhana diantara rancangan – 
rancangan percobaan yang lain. Dalam rancangan ini perlakuan dilakukan 
sepenuhnya secara acak terhadap satuan – satuan percobaan atau sebaliknya. 
Penerapan percobaan satu faktor dalam RAL biasanya digunakan apabila 
kondisi satuan – satuan percobaan relatif homogen atau sama. Rancangan  
percobaan ini digunakan untuk jumlah perlakuan serta jumlah satuan  percobaan 
yang relatif tidak banyak (Muhammad, Rusgiyono, dan Mukid, 2014). 
Menurut Tribudi dan Prihandini (2020), rumus umum model RAL adalah:  
  
Keterangan:  
Yij =  pengamatan pada perlakuan ke-i ulangan ke-j 
µ  =  Nilai tengah umum 
i  =  Pengaruh perlakuan ke-i    
ij  =  Pengaruh acak pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
 Penelitian dilakukan dengan menggunakan variabel bebas yaitu 
perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (M. charantia) dengan perlakuan 
yang diberikan adalah perbedaan dosis ekstrak pare terhadap bakteri P. 
fluorescens. Dasar penelitian ini adalah uji pendahuluan untuk mengetahui 
Yij = µ + i + ij 
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pengaruh dosis yang diberikan terhadap daya hambat. Dosis yang digunakan 
dalam uji pendahuluan yaitu 15 ppm, 30 ppm, 45 ppm, 60 ppm, 75 ppm, 90 ppm, 
105 ppm, 120 ppm, 135 ppm, dan 150 ppm Dalam penelitian ini ada 5 perlakuan 
dan 2 kontrol, yaitu kontrol positif dan kontrol negatif dengan 3 kali ulangan. 
Berikut adalah tingkat dosis yang digunakan pada masing-masing perlakuan :  
A : Perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) dengan dosis 50 ppm. 
B  : Perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) dengan dosis 100 ppm. 
C  : Perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) dengan dosis 150 ppm. 
D  : Perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) dengan dosis 200 ppm. 
E  : Perlakuan pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia) dengan dosis 250 ppm. 
Kontrol  positif: Perlakuan pemberian antibiotik tetracycline 30 ppm 
Kontrol negatif : Perlakuan tanpa pemberian ekstrak kasar daun pare (Momordica 
charantia). 
 
Gambar 5. Denah Rancangan Percobaan 
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3.5  Prosedur Peneltian 
3.5.1  Persiapan Penelitian 
a)  Strerilisasi Alat 
Alat-alat yang digunakan dicuci bersih menggunakan deterjen lalu 
dibilas dengan air kran dan terakhir dengan aquades. Kemudian alat tersebut 
dikeringkan di oven pada suhu 60 – 70oC. Alat-alat yang tidak tahan pada 
pemanasan dengan suhu tinggi disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 
121oC, tekanan 1 atm selama 15 menit. Jarum ose disterilkan dengan cara 
pemanasan langsung di atas bunsen dengan api memijar (Huyyirnah dan 
Fitriyani, 2020). 
Adapun proses sterilisasi alat yang akan digunakan dalam penelitian 
adalah sebagai berikut: 
 Alat – alat yang akan disterilisasi dibungkus menggunakan kertas bekas 
(untuk tabung reaksi dan erlenmeyer bagian atas diberi kapas) 
 Tekan tombol “ON”, lalu dibuka tutup autoklaf dan dimasukkan aquades 
dalam autoklaf sampai ukuran air terlihat pada lubang pengisian air 
 Masukkan keranjang yang berisi alat dan bahan yang akan disterilkan lalu 
ditutup autoclave dan geser slide pada posisi “lock” 
 Tekan tombol ”mode” 2 dengan pengaturan suhu 121oC dan tekanan 1 
atm selama 15 menit, kemudian tekan “start” 
 Proses sterilisasi akan berhenti ketika alarm sudah berbunyi 
 Tutup autoklaf dapat dibuka apabila tekanan sudah turun hingga posisi 
nol 
b)  Pembuatan Ekstrak 
Simplisia ditimbang sebanyak 200 gram dimasukan ke dalam botol 
maserator yang gelap, lalu ditambahkan 2000 mL pelarut (etanol 70%). Simplisa 
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direndam selama 6 jam pertama sekali-kali diaduk, kemudian didiamkan selama 
18 jam dan disaring dengan menggunakan kertas saring dan dapatkan maserat I. 
Proses penyaringan diulangi menggunakan jenis serta jumlah pelarut yang sama 
sehingga didapatkan maserat II dan III. Semua maserta dikumpulkan, lalu 
diuapkan dengan penguapan vakum (rotary evaporator) sehingga diperoleh 
ekstrak kental. Setelah itu dihitung rendemen yang diperoleh untuk mengetahui 
persentase perolehan hasil ekstrak kasar daun pare yang nantinya dapat 
digunakan untuk mengetahui jumlah simplisia yang dibutuhkan untuk membuat 
sejumlah ekstrak kental tertentu (Azizah, Zulharmita, dan Wati, 2018). Adapun 
rumus perhitungan rendemen ekstrak menurut Cobra, Amini dan Putri (2019), 
adalah sebagai berikut: 
Pembuatan ekstrak dimulai dengan menyiapkan daun pare (M. charantia) 
yang didapat dari pekarangan rumah warga sekitar di Desa Klatak, Kecamatan 
Kalipuro, Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur. Daun didapat dalam bentuk 
basah dengan berat 1500 gram. Kemudian daun pare (M. charantia) yang 
didapatkan dikeringkan dibawah sinar matahari. Selanjutnya didapatkan berat 
kering daun pare (M. charantia), lalu daun pare dihaluskan dengan 
menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Didapatkan daun pare (M. 
charantia) yang sudah dihaluskan sebanyak 150 gram. Daun pare (M. charantia) 
yang telah dihaluskan selanjutnya direndam dengan menggunakan metode 
maserasi dengan perbandingan daun dan pelarut adalah 1:10. Serbuk daun pare 
(M. charantia) dimasukkan kedalam toples dan direndam menggunakan pelarut 
etanol 70% sebanyak 1,5 L. Toples ditutup dengan alumunium foil dan plastik 
hitam agar etanol tidak menguap. 6 jam pertama serbuk daun pare tersebut 
diaduk sekali-kali kemudian didiamkan selama 18 jam pada suhu ruang. Setelah 
% Rendemen = 
Bobot Ekstrak
Bobot Serbuk
x 100% 
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itu disaring dan didapatkan maserat. Perlakuan tersebut diulang sebanyak tiga 
kali. Daun pare (M. charantia) yang sudah direndam kemudian disaring dengan 
kertas saring untuk memisahkan larutan dengan endapanya. Larutan yang sudah 
disaring kemudian diuapkan dengan rotary vacum evaporator dan ditunggu 
sehingga menghasilkan ekstrak kasar daun pare (M. charantia) dalam bentuk 
pasta sebanyak 25,56 gram. Kemudian dilakukan skrining fitokimia ekstrak untuk 
memastikan adanya senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam 
daun pare. Hasil uji fitokimia dapat dilihat pada Lampiran 3. 
c)  Pembuatan Media Agar Miring 
Media PSA digunakan untuk peremajaan bakteri. Prosedur pembuatan 
media PSA ialah ditimbang sebanyak 2 gram. Selanjutnya media dimasukkan ke 
dalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquades sebanyak 50 ml, lalu 
dipanaskan menggunakan hotplate supaya media homogen. Media yang sudah 
homogen dimasukkan kedalam 5 tabung reaksi sebanyak 10 ml di setiap tabung 
reaksinya. Tabung reaksi ditutup menggunakan kapas dan dilapisi alumunium 
foil. Kemudian distrerilisasi dengan autoclave pada suhu 121oC selama 15 menit. 
Selanjutnya tabung reaksi yang berisi media PSA dimiringkan dengan kemiringan 
30oC (Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi, 2019). 
Media agar miring digunakan untuk peremajaan bakteri sehingga dapat 
menjaga bakteri agar tidak mati dan memulai kembali metabolismenya. Adapun 
cara pembuatan media agar miring adalah sebagai berikut: 
 Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) ditimbang dengan 
menggunakan timbangan digital sebanyak 1,0164 gram 
 Media dimasukkan enlemeyer 250 ml 
 Media dilarutkan dengan aquades sebanyak  21 ml dan dihomogenkan 
 Media dipanaskan dengan hotplate sampai mendidih 
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 Media yang sudah homogen dimasukkan kedalam 3 tabung reaksi 
masing-masing tabung 7 ml  
 Tabung reaksi ditutup kapas dan dilapisi alumunium foil. Media lalu 
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit dengan 
tekanan 1 atm  
 Tabung reaksi yang berisi media steril dimiringkan dengan kemiringan 
30oC dan ditunggu hingga padat 
d)  Pembuatan Media Tryptic Soy Broth (TSB) 
TSB ditimbang sebanyak 30 gram kemudian dilarutkan dalam 1000 ml 
aquades di dalam enlemeyer. Kemudian erlenmeyer ditutup dengan kapas dan 
aluminium foil. Media TSB dididihkan di atas hotplate sambil hingga media media 
larut. Setelah itu media disterilkan dalam autoclave pada suhu 121oC, tekanan 1 
atm selama 15 menit (Huyyirnah dan Fitriyani, 2020). 
Media TSB (Trypic Soy Broth) merupakan media cair yang digunakan 
untuk mengkultur bakteri. Proses pembuatan media TSB adalah sebagai berikut: 
 Media ditimbang dengan menggunakan timbangan digital sebanyak 0,63 
gram 
 Media dimasukkan kedalam enlemeyer 
 Media dilarutkan dengan akuades sebanyak 21 ml lalu dihomogenkan 
 Media yang sudah homogen ditutup dengan kapas dan dilapisi 
alumunium foil  
 Media disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 1 
atm selama 15 menit. Setelah sterilisasi selesai, media dibiarkan dingin 
kemudian ditanami dengan bakteri, jika media yang masih panas ditanam 
dengan bakteri akan mati apabila diinokulasi. 
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e)  Pembuatan Media Pseudomonas Selective Agar 
Adapun prosedur pembuatannya ialah ditimbang media PSA sebanyak 7 
gram. Selanjutnya media dimasukkan kedalam erlenmeyer dan dilarutkan 
aquades sebanyak 280 ml. Kemudian media dipanaskan dengan hotplate dan 
diaduk menggunakan spatula sampai homogen. Media yang sudah homogen 
ditutup kapas dan dilapisi alumunium foil. Kemudian distrerilisasi dengan 
autoclave pada suhu 121oC selama 15 menit. Selanjutnya media ditunggu hingga 
hangat kuku atau perkiraan suhu ± 30oC, lalu dituang ke dalam cawan petri 
dalam kondisi steril (Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi, 2019). 
Pada penelitian ini digunakan media PSA karena media PSA merupakan 
media selektif untuk bakteri P. fluorescens. Adapun cara pembuatan media PSA 
yaitu sebagai berikut: 
 Media PSA ditimbang dengan menggunakan timbangan analitik 
sebanyak 5,808 gram 
 Lalu dilarutkan dalam aquades sebanyak 120 ml dan dihomogenkan 
 Media PSA dimasukkan kedalam erlenmeyer dan dipanaskan diatas hot 
plate, selanjutnya media disterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit. 
 Media selanjutnya dituang ke cawan petri sebanyak 20 ml pada 6 
cawan. Media yang tidak langsung digunakan dapat disimpan dalam 
lemari pendingin. 
f) Pembuatan Larutan NaCl Fisiologis 
Pembuatan larutan NaCl 0,9% dengan cara menimbang serbuk NaCl 
sebanyak 0,9 gram. Kemudian dilarutkan dalam aquades 100 ml sehingga 
didapat konsentrasi 0,9%.  Larutan NaCl 0,9% merupakan larutan isotonis yang 
diperoleh dari 0,9 gram serbuk NaCl yang dilarutkan dalam 100 ml aquades dan 
dinyatakan dalam % b/v (Diarti, Tatontos, dan Turmuji, 2016). 
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g)  Peremajaan Bakteri Pseudomonas fluorescens 
Peremajaan bakteri dilakukan untuk menjaga ketersediaan nutrisi, 
regenerasi bakteri serta menghindari terjadinya perubahan karakter dari biakan 
murni bakteri. Menurut Mpila, Fatimawali, dan Wiyono (2019), bakteri uji diambil 
dengan jarum ose steril, lalu ditanamkan pada media agar miring dengan cara 
menggores. Selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada suhu 32oC selama 24 
jam. Perlakuan yang sama dilakukan pada setiap jenis bakteri uji. 
Adapun cara peremajaan bakteri P. fluorescens adalah sebagai berikut: 
 Media agar miring yang sudah disiapkan terlebih dahulu 
 Bakteri diambil dengan menggunakan jarum ose yang sudah di sterilisasi 
diatas bunsen dan diambil isolat murni bakteri  
 Bakteri yang terdapat pada jarum ose digoreskan ke dalam media agar 
miring degan metode gores 
 Media agar miring diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 32oC selama 
24 jam 
h)  Kultur Bakteri Pseudomonas fluorescens 
Menurut Pahlawi, Satyantini, dan Sudarno (2019), prosedur dalam kultur 
bakteri P. fluorescens yaitu biakan bakteri yang sudah diremajakan selanjutnya 
diinokulasikan pada media TSB sebanyak 1 ose. Jarum ose yang berisi bakteri 
dicelupkan pada media yang sudah disiapkan. Media disimpan pada inkubator 
dengan suhu 32oC selama 24 jam. Bakteri yang tumbuh ditandai dengan 
perubahan media TSB menjadi lebih keruh.  
Adapun cara kultur bakteri P. fluorescens adalah sebagai berikut: 
 Biakan bakteri yang sudah diremajakan pada Media Agar Miring diambil 
dengan menggunakan jarus ose yang sudah di sterilisasi diatas bunsen 
sebanyak 1 gores 
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 Bakteri yang terdapat pada ose dicelupkan pada media TSB yang sudah 
dipersiapkan 
 Media disimpan pada inkubator dengan suhu 32oC selama 24 jam 
i)  Perhitungan Kepadatan Bakteri 
Bakteri hasil dari peremajaan diambil menggunakan jarum ose. Kemudain 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi larutan NaCl fisiologis untuk 
mendapatkan suspensi bakteri. Setelah itu kekeruhan bakteri dibandingkan 
dengan larutan standart 0,5 Mc Farland (Sagala, 2019). 
Perhitungan kepadatan bakteri dilakukan dengan pengujian kekeruhan 
bakteri. Adapun cara perhitungan kepadatan bakteri adalah sebagai berikut: 
 Bakteri hasil peremajaan dikultur menggunakan media TSB 
 Bakteri divortex hingga tersuspensi 
 Bakteri dicocokkan dengan larutan indikator Mc Farland 0,5 
3.5.2  Pelaksanaan Penelitian 
a.  Pewarnaan Bakteri 
Salah satu cara mengidentifikasi suatu kelompok bakteri adalah dengan 
melakukan pewarnaan Gram untuk melihat bentuk dari bakteri tersebut. Menurut 
Detha, Datta, Beribe, Foeh, dan Ndaong (2019), pewarnaan gram dilakukan 
dengan cara isolat diambil menggunakan ose, dibuat preparat ulas diatas objek 
glass dan kemudian difiksasi di api bunsen. Preparat kemudian ditetesi dengan 
larutan kristal violet, didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan aquades dan 
dikeringkan. Selanjutnya preparat ditetesi dengan larutan iodin, didiamkan 
selama 1 menit, dicuci dengan aquades dan dikeringkan. Preparat kemudian 
ditetesi alkohol 95% sampai warna ungu hilang. Selanjutnya preparat ditetesi 
safranin, didiamkan selama 30 detik, lalu dicuci dengan aquades dan 
dikeringkan. Preparat yang telah dikeringkan kemudian diamati di bawah 
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mikroskop dengan menggunakan minyak emersi. Sel bakteri Gram positif akan 
berwarna ungu hingga biru, sedangkan bakteri Gram negatif akan berwarna 
merah. 
Adapun cara pewarnaan bakteri P. fluorescens adalah sebagai berikut: 
 Siapkan objek glass, diberi 1 gores bakteri P. fluorescens dari media PSA 
agar miring dan difiksasi diatas api bunsen 
 Dilakukan pewarnaan menggunakan kristal violet selama 1 menit dan 
dibilas dengan akuades 
 Diberi larutan iodin diamkan selama 1 menit dan dibilas aquades 
 Diberi alkohol dan ditunggu selama 30 detik 
 Diwarnai dengan larutan safranin selama 30 detik dan dibilas dengan 
akuades 
 Dilakukan pengamatan dibawah mikroskop dengan perbesaran 1.000x 
b.  Uji Cakram 
Rustanti (2016), mengatakan bahwa larutan NA dituang dalam cawan 
petri dan ditambahkan dengan 0,1 mL larutan bakteri P. fluorescens, kemudian 
dihomogenkan dan dibiarkan memadat. Kertas cakram yang telah dipreparasi 
diletakkan di atas permukaan media bakteri dan diinkubasi pada suhu 32°C 
selama masa pertumbuhan optimum bakteri. Selanjutnya, diukur diameter zona 
hambatnya. 
Adapun cara pelaksanaan penelitian uji cakram daun pare (M. charantia) 
adalah sebagai berikut: 
 Cawan petri yang berisi media PSA disiapkan terlebih dahulu  
 Kertas cakram steril diberi beberapa perlakuan, yaitu direndam kedalam 
ekstrak kasar daun pare (M. charantia) dengan dosis 50 ppm, 100 ppm, 
150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm. Perlakuan kontrol positif kertas cakram 
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direndam kedalam antibiotik tetracyclin 30 ppm dan perlakuan kontrol 
negatif tidak direndam menggunakan pelarut apapun  
 Bakteri P. fluorescens diambil dan dimasukkan kedalam cawan petri 
berisi media PSA kemudian diratakan menggunakan spatula triangle. 
Setelah 15 menit, kertas cakram yang telah direndam ekstrak ditiriskan 
dan diletakkan pada media agar yang telah ditanami bakteri P. 
fluorescens 
 Media yang sudah ditanam bakteri dan diberi kertas cakram diinkubasi 
pada suhu 32 oC selama 24 jam 
 Setelah diinkubasi, media diamati hasil dan diukur zona bening yang 
terbentuk di sekitar kertas cakram dengan menggunakan jangka sorong 
3.6  Parameter Uji   
Parameter utama dalam penelitian ini merupakan hasil pengamatan zona 
bening yang terlihat di sekitar kertas cakram yang sudah ditumbuhi oleh bakteri 
P. fluorescens. Parameter penunjang pada penelitian ini yaitu suhu inkubator 
yang membantu agar pertumbuhan optimal bagi bakteri P. fluorescens. 
3.7  Analisis Data 
Data hasil uji daya hambat pemberian ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) terhadap bakteri P. fluorescens maka dilakukan analisa data secara 
statistik dengan menggunakan analisa keragaman sesuai dengan rancangan 
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Uji ini dilakukan untuk 
mengetahui pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap respon zona hambat 
(variabel terikat) yang diukur atau uji F. Jika nilai uji F berbeda nyata atau 
berbeda sangat nyata maka dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil). 
Uji BNT dilakukan untuk mengetahui perbedaan pengaruh antar perlakuan. 
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Untuk mengetahui bentuk hubungan antara perlakuan dengan zona hambat, 
maka dilakukan uji polynomial orthogonal. 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1  Identifikasi Bakteri Pseudomonas fluorescens  
Bakteri P. fluorescens diidentifkasi dengan cara pewarnaan gram. 
Pewarnaan gram bertujuan untuk mengetahui morfologi dan karakteristik bakteri. 
Bakteri P. fluorescens memiliki bentuk batang atau basil dan berantai pendek. 
Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif. Hal ini dibuktikan ketika 
dilakukan pengamatan di bawah mikroskop bakteri tersebut bewarna merah. 
Bakteri gram negatif tidak mampu mempertahankan warna kristal violet, 
sehingga hasil akhir berwarna merah. Berikut adalah hasil pewarnaan gram 
bakteri P. fluorescens dengan perbesaran 1.000x disajikan pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Hasil Pewarnaan Bakteri P. fluorescens (Perbesaran 1.000X) 
Hasil uji biokimia bakteri P. fluorescens yang dilakukan di Balai Besar 
Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa Tengah menunjukkan 
bahwa bakteri P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang. 
Hasil uji biokimia dapat diihat pada Lampiran 4. Menurut Holderman, Queljoe, 
dan Rondonuwu (2017), identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan 2 cara. Cara 
pertama yaitu dengan pengamatan koloni yang bertujuan untuk mengamati 
morfologi koloni meliputi bentuk koloni bakteri, warna koloni, tepi koloni, dan 
Bakteri 
P. fluorescens 
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elevasi koloni bakteri. Cara kedua yaitu dengan pewarnaan gram yang bertujuan 
untuk mengetahui golongan bakteri, jika bakteri Gram positif akan berwarna ungu 
dan apabila bakteri Gram negatif akan berwarna agak merah. Hasil di atas 
sesuai dengan hasil yang didapat pada penelitian Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi 
(2019), bahwa telah dilakukan identifikasi bakteri P. fluorescens pada pewarnaan 
gram. Pewarnaan gram yang telah dilakukan menunjukkan bahwa bakteri P. 
fluorescens merupakan bakteri gram negatif dengan hasil akhir berwarna merah. 
Hal tersebut dikarenakan adanya perbedaan struktur dinding sel antara kedua 
jenis bakteri tersebut. Didukung pernyataan dari Holderman, Queljoe, dan 
Rondonuwu (2017), bahwa golongan bakteri gram positif hasil akhir 
menunjukkan warna ungu karena memiliki lapisan peptidoglikan setebal 20 – 80 
nm, sedangkan bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis 
yaitu berkisar 5 – 10 nm dan mampu menyerap warna merah. 
4.2  Uji Cakram 
Uji cakram dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui pengaruh 
antibakteri ekstrak kasar daun pare (M. charantia) terhadap bakteri P. 
fluorescens. Uji cakram dilakukan dengan cara merendam kertas cakram dalam 
ekstrak dengan dosis sesuai perlakuan yang berbeda selama 15 menit. Uji 
cakram pada penelitian ini menggunakan perlakuan dosis A (50 ppm), B (100 
ppm), C (150 ppm), D (200 ppm), E (250 ppm) serta kontrol positif dan negatif. 
Kontrol positif menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm, sedangkan kontrol 
negatif hanya menggunakan kertas cakram yang tidak direndam di dalam esktrak 
maupun antibiotik. Setelah itu dilakukan penanaman pada cawan petri yang 
berisi bakteri P. fluorescens dan diinkubasi selama 24 jam untuk mengamati 
zona bening dan 48 jam untuk mengetahui sifat antibakteri dari ekstrak kasar 
daun pare (M. charantia). Hasil uji cakram dapat dilihat pada Gambar 7. 
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Gambar 7. Hasil Uji Cakram Pengamatan 24 Jam 
Gambar di atas menunjukkan hasil uji cakram yang telah diinkubasi 
selama 24 jam. Gambar di atas menunjukkan adanya zona bening di sekitar 
permukaan kertas cakram yang telah direndam ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) dengan menggunakan perlakuan dosis yang berbeda. Hal ini 
menunjukkan adanya aktivitas antibaketri pada ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) mampu menghambat pertumbuhan bakteri  P. fluorescens. 
Adapun klasifikasi antibakteri menurut Tampongangoy, Maarisit, Ginting, 
Tumbel, dan Tulandi (2019), disajikan pada Tabel 4. 
Tabel 4. Klasifikasi antibakteri 
Diameter Zona Hambat (mm) Aktivitas Antibakteri 
2 – 5 Sangat lemah 
5 – 10 Sedang 
10 – 20 Kuat 
≥20 Sangat kuat 
Hasil pengukuran zona bening pada perlakuan dosis 50 ppm 
mendapatkan hasil rerata yaitu sebesar 7,83 mm, dosis 100 ppm sebesar 9,41 
mm, dosis 150 ppm sebesar 9,45 mm, dosis 200 ppm sebesar 10,05 mm, dan 
dosis 250 ppm sebeasr 10,50 mm. Berdasarkan Tabel 4 klasifikasi antibakteri 
50 ppm 100 ppm 150 ppm 
200 ppm 250 ppm Kontrol positif 
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pada perlakuan dosis 50 ppm, 100 ppm dan 150 ppm dapat digolongkan dalam 
aktivitas antibakteri sedang, dikarenakan memiliki diameter zona bening range 5 
– 10 mm. Sedangkan pada perlakuan 200 ppm dan 250 ppm dapat digolongkan 
sebagai aktivitas antibakteri kuat, dikarenakan memiliki diameter zona bening 
sebesar 10 – 20 mm.  
Kontrol positif menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm yang berguna 
sebagai pembanding antara ekstrak kasar daun pare (M. charantia) dengan 
antibiotik. Kontrol negatif dengan cara penanaman kertas cakram tanpa 
pemberian ekstrak kasar daun pare (M. charantia) maupun pemberian antibiotik. 
Kontrol negatif berguna untuk menunjukkan bahwa kertas cakram tidak 
memberikan aktivitas antibakteri. Siswanto dan Sulabda (2018), berpendapat 
bahwa antibiotik tetracycline termasuk golongan makrolida, aminoglikosida yang 
bekerja melalui inhibitor atau menghambat sintesis protein. Menurut Fransiska 
(2019), aminoglikosida adalah bakterisidal yang bekerja di beberapa bagian sel 
bakteri. Pada bagian kation antibiotik ini berikatan dengan anion di bagian luar 
membran organisme gram negatif. Oleh karena itu integritas dinding sel bakteri 
akan terganggu dan menyebabkan fungsi permeabilitas dari dinding sel bakteri 
menjadi terganggu juga. Tjay dan Rahardja (2015), tetrasiklin memiliki 
kandungan tetrasiklin. Pada infeksi umum dapat diberikan tetrasiklin sebanyak 
250 – 500 mg. Secara tropikal dapat digunakan sebagai salep kulit 3%, salpe 
mata 1%, dan tetes mata 0,5%. 
Menurut Ramadhan, Rasyid, dan Sy (2015), ada atau tidaknya daya 
hambat ekstrak terhadap pertumbuhan bakteri dapat dipengaruhi oleh sumber 
daun dan metode pembuatan ekstrak yang digunakan dalam penelitian. 
Didukung oleh pernyataan dari Sawitti, Mahatmi, dan Besung (2013), bahwa 
adanya zona hambat yang terbentuk dapat dipengaruhi juga oleh mutu ekstrak 
daun. Mutu ekstrak dipengaruhi oleh faktor biologi dan faktor kimia. Adapun 
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faktor biologi tersebut antara lain lokasi tanaman asal, penyimpanan bahan baku, 
umur serta bagian tanaman yang digunakan. Sedangkan untuk faktor kimia 
antara lain yaitu pelarut yang digunakan dalam ekstraksi serta metode ekstraksi 
yang digunakan. Rumus perhitungan zona hambat menurut Tampongangoy, 
Maarisit, Ginting, Tumbel, dan Tulandi (2019), adalah sebagai berikut: 
 
Keterangan: 
d = diameter zona hambat 
A = diamter vertikal 
B = diamter horizontal 
Analisa rerata hasil pengukuran zona hambat yang dihasilkan oleh 
ekstrak kasar daun pare disajikan dalam Tabel 5. 
Tabel 5. Hasil Zona Hambat 
Perlakuan 
Ulangan 
Total Rerata ± SD 
1 2 3 
A 7,49 7,9 8,085 23,48 7,83 ± 0,30 
B 9,38 9,215 9,635 28,23 9,41 ± 0,21 
C 9,4 9,385 9,55 28,34 9,45 ± 0,09 
D 10,475 10,35 9,335 30,16 10,05 ± 0,63 
E 11,03 9,79 10,665 31,49 10,50 ± 0,64 
    141,69  
Dari hasil pada Tabel 5 perhitungan rerata zona hambat dengan 
perlakuan dosis yang berbeda didapatkan pengukuran zona hambat tertinggi 
yaitu pada perlakuan E (250 ppm) rerata sebesar 10,50 mm. Sedangkan hasil 
rerata zona hambat terendah pada perlakuan A (50 ppm) sebesar 7,83 mm. 
Setelah itu dilakukan uji analisa sidik ragam untuk mengetahui pengaruh 
perlakuan. Hasil uji analisa sidik ragam disajikan pada Tabel 6. 
Tabel 6. Hasil Analisa Sidik Ragam 
Sumber 
Keragaman Db JK KT F. Hit F 5% F 1% 
Perlakuan 4,00 12,29 3,07 16,30** 3,48 5,99 
Acak 10,00 1,89 0,19    
Total 14,00      
Keterangan :  
𝑑 =
A + B
2
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**) Berbeda Sangat Nyata 
Pada tabel uji analisa sidik ragam mendapatkan hasil F Hitung sebesar 
16,30. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap daya hambat bakteri P. 
fluorescens. Hal ini dikarenakan nilai F hitung  lebih besar dari nilai F tabel 5% 
dan F tabel 1%, sehingga dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
untuk mengetahui perbedaan pengaruh antar perlakuan. Hasil Uji Beda Nyata 
Terkecil  (BNT) disajikan ada Tabel 7. 
Tabel 7. Hasil Analisa Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
Perlakuan Rerata 
A B C D E 
Notasi 
7,83 9,41 9,45 10,05 10,50 
A 7,83 -     a 
B 9,41 1,58** -    b 
C 9,45 1,62** 0,04ns -   bc 
D 10,05 2,22** 0,64ns 0,60ns -  bc 
E 10,50 2,67** 1,09* 1,05* 0,45 ns - cd 
Keterangan :  
*) Berbeda Nyata 
**) Berbeda Sangat Nyata 
ns) Tidak Berbeda Nyata 
Perhitungan Uji Beda Nyata (BNT) menggunakan taraf P>5% 
(kepercayaan 5%). Tabel Hasil Analisa Uji BNT menunjukkan bahwa pada 
perlakuan A (50 ppm) tidak berbeda nyata terhadap semua perlakuan sehingga 
diberi notasi a. Perlakuan B (100 ppm) berbeda sangat nyata terhadap perlakuan 
A (50 ppm) sehingga diberi notasi b. Perlakuan C (150 ppm) dan D (200 ppm) 
berbeda sangat nyata terhadap perlakuan A (50 ppm), tetapi tidak berbeda nyata 
terhadap perlakuan B (100 ppm) dikarenakan masih ada pengaruh dari 
perlakuan B (100 ppm) sehingga diberi notasi bc. Perlakuan E (250 ppm) 
berbeda nyata terhadap perlakuan lainnya, tetapi masih ada pengaruh dari 
perlakuan D (200 ppm) sehingga diberi notasi cd. Maka dapat disimpulkan 
bahwa perlakuan dosis terbaik yaitu pada perlakuan E, D/C, B, lalu pada 
perlakuan A. Dapat dilihat bahwa pada perlakuan A dengan dosis 50 ppm sudah 
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menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri dimana ditunjukkan dengan adanya 
zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram. 
Untuk mengetahui hubungan antar perlakuan parameter uji yaitu daya 
hambat pada bakteri P. fluorescens dilakukan perhitungan regresi Polynomial 
orthogonal. Berikut grafik hasil perhitungan Polynomial orthogonal yang disajikan 
pada Gambar 7. 
 
Dokumentasi Pribadi, 2021 
Gambar 8. Grafik Hasil Uji Polynomial Orthogonal 
Dari grafik diatas dapat dilihat hubungan antara zona hambat yang ada 
pada daun pare terhadap bakteri P. fluorescens yaitu membentuk potongan linier 
dengan persamaan y = 0,012x + 7,6507 dan koefisien determinasi (R2) yaitu 
sebesar 0,855. Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak kasar daun pare 
pada penelitian ini yaitu sebesar 85,5%. Perhitungan hasil grafik diatas dapat 
dilihat pada Lampiran 8. Pada lampiran tersebut dapat dilihat hasil R2 linier lebih 
besar daripada R2 kuadratik, R2 Kubik, dan R2 Kuartik. Grafik di atas 
menunjukkan bahwa setiap penambahan dosis, maka hasil zona bening yang 
didapat akan lebih besar juga. Sesuai dengan pendapat Sagala (2019), adanya 
zona hambat ditunjukkan dengan adanya area bening di sekitar kertas 
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cakram. Faktor yang mempengaruhi aktivitas antimikroba salah satunya adalah 
konsentrasi zat antimikroba. Perbedaan zona hambat pada setiap konsentrasi 
disebabkan oleh perbedaan jumlah zat aktif yang terkandung dalam 
konsentrasi tersebut. Konsentrasi zat antimikroba yang berbeda dalam ekstrak 
yang berbeda menghasilkan pertumbuhan mikroba yang berbeda. Dimana 
konsentrasi yang lebih besar akan menyebabkan jumlah kematian pada mikroba 
yang lebih besar pula. Pada akhirnya konsentrasi  berbeda akan memperlihatkan 
zona hambat berbeda pada masing-masing pertumbuhan mikroba. 
Dari hasil penelitian pemberian ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
terhadap bakteri P. fluorescens dengan perlakuan dosis 50, 100, 150, 200, dan 
250 ppm pada pengamatan 24 jam terlihat zona bening pada sekitar cakram dan 
menghasilkan pola regresi linier. Pada pengamatan 48 jam terlihat zona bening 
yang ada di dalam media keruh yang menunjukkan bahwa sekitar cakram 
ditumbuhi oleh bakteri dan ukuran zona bening mengecil. Pengamatan yang 
dilakukan pada 48 jam masa inkubasi mengalami adanya penurunan diameter 
zona hambat. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
hanya mampu menghambat pertumbuhan bakteri, namun tidak membunuh 
bakteri P. fluorescens atau dapat digolongkan menjadi bakteriostatik. Didukung 
oleh Septiani, Dewi, dan Wijayanti (2017), bahwa penurunan zona hambat 
diduga disebabkan oleh aktivitas antibakteri yang bersifat bakteriostatik. 
Bakteriostatik merupakan sifat antibiotik yang mampu menghambat  
pertumbuhan bakteri, bersifat sementara (reversible). Konsentrasi hambat 
bakteriostatik lebih rendah daripada konsentrasi bakterisida (membunuh bakteri). 
Daya hambat yang didapat pada penelitian ini disebabkan oleh senyawa 
aktif yang terkandung dalam ekstrak kasar daun pare (M. charantia). 
Berdasarkan hasil uji fitokimia yang dilakukan di UPT Materia Medica, Batu 
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terdapat senyawa aktif yang terkandung di dalam daun pare (M. charantia) yaitu 
flavonoid, saponin, tannin, dan alkaloid. Masithoh, Kusdarwati, dan Handijatno 
(2019), menyatakan bahwa salah satu tumbuhan yang dapat dimanfaatkan 
sebagai antibiotik adalah Momordica charantia. Hal ini karena tumbuhan tersebut 
memiliki sifat antibakteri. Sifat antibakteri ini berasal dari 32% senyawa alkaloid, 
22% flavonoid, 5,2% saponin, dan 1,37% tanin. 
Alkaloid merupakan senyawa yang bersifat semi polar (Amalia, Marfu’ah, 
dan Amal, 2018). Menurut Kusumastuti, Meilani, dan Tawarnate (2021), 
mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara berinteraksi 
dengan dinding sel bakteri, merusak dinding sel yang dapat berikatan dengan 
DNA bakteri dan menyebabkan gagalnya sintesis protein. Alkaloid mengganggu 
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding 
tidak akan terbentuk secara sempurna dan menyebabkan pertumbuhan bakteri 
akan terhambat dan menyebabkan kematian pada sel bakteri. 
Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa fenol, yang 
memiliki khasiat efektif dalam menghambat pertumbuhan virus, bakteri, serta 
jamur. Mekanisme kerja dari flavonoid yaitu dapat merusak permeabilitas dinding 
sel bakteri dan mampu menghambat pergerakan bakteri (Veronita, Wijayanti, dan 
Mursiti, 2017). Menurut Cahyaningtyas, Ukrima, dan Amaria (2019), mekanisme 
kerja flavonoid sebagai antibakteri yaitu dengan cara menghambat metabolisme 
energi. Flavonoid akan mengganggu metabolisme energi dengan cara yang mirip 
dengan menghambat sistem respirasi, karena sel bakteri membutuhkan energi 
yang cukup untuk penyerapan aktif berbagai metabolit dan untuk biosintesis 
nutrisi utama.  
Menurut Dwicahyani, Sumardianto, dan Rianingsih (2018), saponin 
merupakan senyawa yang memiliki ikatan glikosida, dimana senyawa tersebut 
mudah larut dalam pelarut yang sifatnya polar seperti etanol. Menurut pendapat 
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Pangestuti, Sumardianto, dan Amalia (2017), mekanisme kerja senyawa saponin 
sebagai antibakteri yaitu dengan cara menurunkan tegangan pada permukaan 
untuk meningkatkan permeabilitas atau kebocoran pada sel, sehingga 
memungkinkan munculnya senyawa intraseluler. Saponin berdifusi melalui 
membran luar dan dinding sel yang rentan, kemudian mengikat membran 
sitoplasma lalu mengganggu dan mengurangi kestabila. Akibatnya sitoplasma 
bocor dan keluar dari sel yang terjadi kematian sel. 
Tanin memiliki peran sebagai antibakteri dengan cara mengikat protein 
sehingga pembentukan dinding sel akan terhambat (Pratiwi dan Gunawan, 
2018). Mekanisme kerja senyawa tanin sebagai antibakteri menurut Bamasri 
(2021), senyawa tanin membentuk senyawa kompleks polisakarida yang dapat 
merusak dinding sel bakteri sehingga permeabilitas sel bakteri menjadi 
terganggu. Permeabilitas sel bakteri yang terganggu tersebut menyebabkan sel 
tidak dapat menjalankan aktivitas hidup, akibatnya pertumbuhan bakteri akan 
terhambat dan menyebabkan kematian pada bakteri. Selain dengan merusak 
dinding sel bakteri, tanin juga dapat mendenaturasi protein dan menghambat 
komponen sintesis asam nukleat bakteri. Hal ini menyebabkan sel bakteri 
menjadi lisis karena tekanan osmotik maupun fisik sehingga sel bakteri akan 
mengalami kematian.  
4.3  Parameter Penunjang 
Parameter penunjang yang digunakan pada penelitian ini yaitu suhu 
inkubator. Suhu inkubator berpengaruh pada laju pertumbuhan bakteri P. 
fluorescens. Suhu yang digunakan selama proses inkubasi yaitu sebesar 32ºC, 
sehingga hasil pembiakan bakteri P. fluorescenes sudah dapat tumbuh dengan 
baik setelah diinkubasi selama 24 jam. Menurut Scales, Dickson, LiPuma, dan 
Huffnagle (2014), suhu optimum inkubasi P. fluorescens selama 24 hingga 48 
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jam yaitu pada 27°C hingga 32°C. Inkubasi pada suhu 35°C hingga 37°C dapat 
menyebabkan bakteri berada pada kondisi Viable But Nonculturable (VBNC). 
Dimana bakteri masih bisa hidup tetapi tidak dapat melakukan pembelahan 
sehingga tidak layak untuk dikultur. Adapun ciri perkembangan bakteri P. 
fluorescens menurut Nurcahyanti, Arwiyanto, Indradewa, dan Widada (2013), 
isolat bakteri dari kelompok P. fluorscens dengan ciri koloni berwarna kuning 
kehijauan. 
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5. KESMPULAN DAN SARAN 
5.1  Kesimpulan 
Adapun kesimpulan yang didapat berdasarkan hasil dari penelitian 
mengenai aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun pare (M. charantia) terhadap 
bakteri P. fluorescens adalah: 
 Ekstrak kasar daun pare (M. charantia) berpengaruh terhadap bakteri P. 
fluorescens. Hal ini ditunjukkan oleh ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) mampu menghambat bakteri P. fluorescens atau dapat 
dikatakan sebagai bakteriostatik. 
 Dosis ekstrak kasar daun pare (M. charantia) yang menghasilkan rerata 
zona hambat tertinggi adalah dosis 250 ppm dengan rerata zona hambat 
sebesar 10,50 mm. Dosis ekstrak kasar daun pare (M. charantia) yang 
efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens adalah 
dosis 50 ppm dengan rerata zona hambat yang didapat sebesar 7,83 mm. 
5.2  Saran 
Adapun saran yang dapat diberikan yaitu ekstrak kasar daun pare (M. 
charantia) dapat digunakan sebagai alternatif untuk menghambat pertumbuhan 
bakteri P. fluorescens. Selain itu, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan 
uji in vivo sehingga mendapatkan dosis yang optimal dan keefektifan bahan 
alami tersebut secara langsung pada organisme budidaya yang terinfeksi oleh 
bakteri P. fluorescens.   
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LAMPIRAN 
Lampiran 1. Alat – Alat Penelitian  
 
Inkubator 
 
Autoklaf 
 
Tabung Reaksi 
 
 
Rak Tabung Reaksi 
 
Corong 
 
Cawan Petri 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
 
Gelas Ukur 
 
Botol Film 
 
Jarum Ose 
 
Blender 
 
Yellow Tip 
 
Blue Tip 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
 
Korek Api 
 
Lemari Pendingin 
 
Bunsen 
 
Enlemeyer 
 
Hotplate 
 
Triangle 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
 
Rotary Vacum Evaporator 
 
 
Laminary Air Flow 
 
Mikroskop 
 
Jangka Sorong 
 
 
Cover Glass 
 
Objek Glass 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
 
Mikropipet 
 
Toples 
 
Colony Counter 
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Lampiran 2. Bahan – Bahan Penelitian 
 
Pseudomonas fluorescens 
 
Larutan Lugol 
 
Latex 
 
NaCl 
 
Larutan Kristal Violet 
 
Larutan Safranin 
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Lampiran 2. (Lanjutan) 
 
PSA 
 
 
Plastik Wrap 
 
Serbuk Daun Pare 
 
Akuades 
 
 
Antibiotik Tetracycline 
 
Kertas Label 
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Lampiran 2. (Lanjutan) 
 
Masker 
 
Alkohol  70% 
 
Kertas Cakram 
 
TSB 
 
DMSO 100% 
 
Tisu 
 
 
 
 
57 
 
Lampiran 2. (Lanjutan) 
 
Aluminium Foil 
 
Spirtus 
 
Kapas 
 
Minyak Imersi 
 
Kertas Saring 
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Lampiran 3. Uji Fitokimia 
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Lampiran 4. Uji Biokimia 
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Lampiran 5. Kegiatan Penelitian 
a. Pembuatan Ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
  
Disiapkan daun pare 
segar dan dicuci 
Dikeringkan daun di 
bawah sinar 
matahari 
Dihaluskan 
Serbuk Ditimbang Dimasukkan ke 
dalam toples kaca 
Maserasi 3 x 24 jam 
Proses Penyaringan Larutan maserasi di 
evaporasi 
Didapatkan ekstrak 
kasar daun pare 
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Lampiran 5. (Lanjutan)  
b. Proses Pewarnaan Gram 
 
 
 
 
  
Jarum ose 
dipanaskan di atas 
bunsen 
Bakteri diambil dari 
agar miring dan 
digoreskan pada 
objek glass 
Difiksasi di atas 
bunsen 
Ditetesi larutan 
kristal violet dan 
dikeringkan selama 
2 menit 
Dibilas 
menggunakan 
akuades 
Ditetesi larutan iodin 
dan dikeringkan 
selama 2 menit 
Dibilas 
menggunakan 
akuades 
Diberi alkohol dan 
didiamkan selama 
15 – 30 detik 
Ditetesi larutan 
safranin dan 
didiamkan selama 
30 detik 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 
b. Proses Pewarnaan Gram (Lanjutan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Dibilas menggunakan 
akuades 
Diamati di bawah 
mikroskop dengan 
perbesaran 1.000X 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 
c. Proses Peremajaan Bakteri 
  
Ditimbang PSA 
sesuai kebutuhan 
Disterilisasi 
menggunakan 
autoklaf 
Dipanaskan media di 
atas kompor listrik 
Diambil bakteri dari 
isolat murni 
Digoreskan pada 
media agar miring 
Diinkubasi selama 24 
jam 
Media dimiringkan 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 
d. Proses Uji Cakram 
 
 
  
Media agar dituang 
ke dalam cawan petri 
Pengenceran bakteri Bakteri yang telah 
diencerkan divortex 
Dimasukkan bakteri 
ke dalam media agar 
Bakteri diratakan Kertas cakram 
direndam di dalam 
ekstrak  
Diletakkan kertas 
cakram di dalam 
media 
Diinkubasi selama 24 
jam 
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Lampiran 6. Hasil Uji Cakram Aktivitas Ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
terhadap P. fluorescens 
 
 Perlakuan  50 ppm 
   
 Perlakuan  100 ppm 
   
 Perlakuan  150 ppm 
   
 Perlakuan 200 ppm 
   
 Perlakuan 250 ppm 
   
 
  
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 
Ulangan 1 
Ulangan 1 
Ulangan 1 
Ulangan 1 
Ulangan 2 
Ulangan 2 
Ulangan 2 
Ulangan 2 Ulangan 3 
Ulangan 3 
Ulangan 3 
Ulangan 3 
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Lampiran 6. (Lanjutan) 
 Perlakuan Kontrol Positif 
   
 Perlakuan Kontrol Negatif 
   
 
  
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 
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Lampiran 7. Perhitungan Dosis Ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
Pembuatan dosis ekstrak kasar daun pare menggunakan pelarut DMSO 
10%, dan pelarut Akuades steril. Adapun perhitungan dosis yang digunakan 
adalah sebagai berikut:  
 Perhitungan Stok Awal Ekstrak kasar daun pare (M. charantia)  
Pembuatan dosis 1000 ppm merupakan dosis stok ekstrak kasar daun pare 
yang digunakan dalam pembuatan dosis 50 – 250 ppm. 
 Ekstrak kasar daun pare =
       
      
       
   = 10 mg 
 Perhitungan Larutan DMSO 10% 
DMSO 10% =
  
   
        
   = 1 ml 
 Perhitungan Akuades Steril 
Akuades steril = 10 ml – 1 ml 
  = 9 ml 
Larutan stok terbuat dari 10 mg ekstrak kasar daun pare yang dilarutkan dalam 1 
ml DMSO 10% dan 9 ml akuades steril. Adapun pembuatan dosis ekstrak untuk 
uji cakram menggunakan rumus: 
 
a. Dosis 50 ppm 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 50 = V2 X 1000 
V2 = 0,1 ml ekstrak 
Akuades steril = 2 – 0,1 = 1,9 ml 
 
V1 x N1 = V2 x N2 
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Lampiran 7. (Lanjutan) 
b. Dosis 100 ppm 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 100 = V2 X 1000 
V2 = 0,2 ml ekstrak 
Akuades steril = 2 – 0,2 = 1,8 ml 
c. Dosis 150 ppm 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 150 = V2 X 1000 
V2 = 0,3 ml ekstrak 
Akuades steril = 2 – 0,3 = 1,7 ml 
d. Dosis 200 ppm 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 200 = V2 X 1000 
V2 = 0,4 ml ekstrak 
Akuades steril = 2 – 0,4 = 1,6 ml 
e. Dosis 250 ppm 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 250 = V2 X 1000 
V2 = 0,5 ml ekstrak 
Akuades steril = 2 – 0,5 = 1,5 ml 
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Lampiran 8. Analisa Data Uji Aktivitas Ekstrak kasar daun pare (M. charantia) 
terhadap P. fluorescens 
 
 Data Rerata Zona Hambat 
Perlakuan 
Ulangan 
Total Rerata ± SD 
1 2 3 
A 7,49 7,9 8,085 23,48 7,83 ± 0,30 
B 9,38 9,215 9,635 28,23 9,41 ± 0,21 
C 9,4 9,385 9,55 28,34 9,45 ± 0,09 
D 10,475 10,35 9,335 30,16 10,05 ± 0,63 
E 11,03 9,79 10,665 31,49 10,50 ± 0,64 
    141,69  
Perhitungan : 
a. Faktor Koreksi (FK) = 
G
2
N
 
= 
141,69
2
15
 
    = 1338,31 
b. Jumlah Kuadrat (JK total) =∑xij
2 – FK 
 = ( A12 + A22 + A32 + … + E32 ) - FK 
    = (7,492+7,92+ 8,0852 +…+10,6652) – 1338,31 
     = 14,18 
c. JK Perlakuan   = 
∑ (∑ xi)
2
r
 – FK 
= 
( TA
2
+ TB
2
+ TC
2
+ TD
2
+TE
2
)
r
 - FK 
= 
23,48
2
+ 28,23
2
+28   2+ 30,162+31,49
2
3
 – 1338,31 
= 12,29 
d. JK Acak   = JK Total-JK Perlakuan 
= 14,18 – 12,29 
= 1,89 
e. db Total   = (n x r) - 1 
=  (5 x 3) – 1 
=  14 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
f. db Perlakuan   =  n -1  
= 5 – 1  
= 4  
g. db Galat   = db Total - db Perlakuan 
= 14 – 4  
    = 10 
 Tabel Analisa Sidik Ragam 
Sumber 
Keragaman Db JK KT F. Hit F 5% F 1% 
Perlakuan 4,00 12,29 3,07 16,30** 3,48 5,99 
Acak 10,00 1,89 0,19    
Total 14,00      
Keterangan :  
**) Berbeda Sangat Nyata 
Berdasarkan hasil analisa sidik ragam di atas menunjukkan bahwa nilai F 
hitung (16,30) lebih besar dari F tabel 5% yaitu 3,48 maka dilakukan uji nilai 
tengah (rata-rata) antar perlakuan atau disebut dengan uji Beda Nyata Terkecil 
(BNT). 
a. SED   = √
2 x KT acak
ulangan (r)
 = √
2 x1,89 
3
  = 0,35 
b. BNT 5%  =  t tabel 5% (db acak) xSED  
= 2,228 x 0,35 
= 0,79 
c. BNT 1%  =  t tabel 1% (db acak) xSED  
= 3,169 x 0,35 
= 1,12 
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 Tabel Hasil Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
Perlakuan Rerata 
A B C D E 
Notasi 
7,83 9,41 9,45 10,05 10,50 
A 7,83 -     a 
B 9,41 1,58** -    b 
C 9,45 1,62** 0,04ns -   bc 
D 10,05 2,22** 0,64ns 0,60ns -  bc 
E 10,50 2,67** 1,09* 1,05* 0,45 ns - cd 
Keterangan :  
*) Berbeda Nyata 
**) Berbeda Sangat Nyata 
ns) Tidak Berbeda Nyata 
 Tabel Uji Polynomial Orthogonal 
Perlakuan Total 
Perbandingan (Ci) 
Linier Kuadratik Kubik Kuartik 
A 23,48 -2 2 -1 1 
B 28,23 -1 -1 2 -4 
C 28,34 0 -2 0 6 
D 30,16 1 -1 -2 -4 
E 31,49 2 2 1 1 
Q= Σci*Ti 
 
17,95 -5,14 4,15 -8,59 
Hasil Kuadrat 
 
10 14 10 70 
Kr= (Σci^2)*r 
 
30 42 30 210 
JK=Q^2/Kr 
 
10,74 0,63 0,57 0,35 
     
 
JK REGRESI 12,29 
   
 
 Tabel Sidik Ragam Regresi 
Sumber 
Keragaman 
Db JK KT F. Hitung F 5% F 1% 
Perlakuan 4 12,29 
  
3,48 5,99 
Linier 1 10,74 10,74 56,52**  
 Kuadratik 1 0,63 0,63 3,31ns  
 Kubik 1 0,57 0,57 3ns  
 Kuartik 1 0,35 0,35 1,84ns  
 Acak 10 1,89 0,19 
   Total 14 26,47 
    Keterangan :  
*) Berbeda Nyata 
**) Berbeda Sangat Nyata 
ns) Tidak Berbeda Nyata 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
KT Linier  = 
 K  inier
db  inier
 
   = 
10,74
1
 
   = 10,74 
KT Kuadratik  = 
 K Kuadratik
db Kuadratik
 
   = 
0,63
1
 
   = 0,63 
KT Kubik   = 
 K Kubik
db Kubik
 
   = 
0,57
1
 
   = 0,57 
KT Kuartik   = 
 K Kuartik
db Kuartik
 
   = 
0,35
1
 
   = 0,35 
KT Acak   = 
 K Acak
db Acak
 
   = 
1,89
10
 
   = 0,19 
F hitung linier  = 
KT  inier
KT Acak
 
   = 
10,74
0,19
  
   = 56,52 
F hitung kuadratik = 
KT Kuadratik
KT acak
 
   = 
0,35
0,19
 
   = 3,31 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
F hitung kubik  =
KT Kubik
KT acak
 
   = 
0,57
0,19
 
   = 3 
F hitung kuartik = 
KT Kuartik
KT acak
 
   = 
0,35
0,19
 
   = 1,84 
R2 Linier    = 
 K  inier
 K  inier+ K Acak 
 
     = 
10,74
10,74 + 1,89
 
   = 0,85 
R2 Kuadratik   = 
 K Kuadratik
 K Kuadratik+ K Acak 
 
     = 
0,63
0,63 + 1,89
 
   = 0,25 
R2 Kubik   = 
 K Kubik
 K Kubik+ K Acak 
 
     = 
0,57
0,57 + 1,89
 
   = 0,23 
R2 Kuartik   = 
 K Kuartik
 K Kuartik+ K Acak 
 
     = 
0,35
0,35 + 1,89
 
   = 0,16 
Dari hasil perhitungan diatas nilai F hitung linier sangat berbeda nyata. 
Nilai R2 Linier lebih besar daripada R2 kuadratik, R2 Kubik dan R2 Kuartik. 
Berdasarkan hasil tersebut, maka laju kurva yang digunakan adalah kurva linier 
yang kemudian dicari persamaan regresi linier. Dosis yang digunakan yaitu 
sebagai sumbu x dan nilai rata-rata skoring sebagai sumbu y, sehingga 
didapatkan garis linier pada grafik. 
74 
 
Lampiran 8. (Lanjutan) 
 Tabel Persamaan Linier 
X Y XY X kuadrat 
50 7,49 374,50 2500 
50 7,90 395,00 2500 
50 8,09 404,25 2500 
100 9,38 938,00 10000 
100 9,22 921,50 10000 
100 9,64 963,50 10000 
150 9,40 1410,00 22500 
150 9,39 1407,75 22500 
150 9,55 1432,50 22500 
200 10,48 2095,00 40000 
200 10,35 2070,00 40000 
200 9,34 1867,00 40000 
250 11,03 2757,50 62500 
250 9,79 2447,50 62500 
250 10,67 2666,25 62500 
∑X 2250 ∑Y 141,69 ∑XY 22150,25 ∑X2 412500 
Rerata 150 9,45     
Perhitungan : 
B1 = 
∑  -(∑  .  ∑ ) n
∑ 
2(∑ ) 
n
 
 = 
22150,25-(2250 .  141,69) 15
412500 - 
(2250) 
15
 
 = 
22150,25 - 21252,75
412500 -337500
 
 = 
897,50
75000
 
 = 0,01 
B0 = ẏ - b1 Ẋ 
 = 9,45 – (0,01 . 150) 
 = 9,45 – 1,5 
= 7,65 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
Persamaan linier : y = b0 + b1 x 
y = b0 + b1 x 
y = 7,65 + 0,01 x 
R2  = 
 K Regresi
 K Total Terkolerasi
 
 = 
 K Regresi
 K Regresi+ K Acak
 
   = 
12,29
12,29 + 1,89
 
   = 0,855 
 Grafik Hubungan Zona Hambat Antar Perlakuan Estrak Daun Pare (M. 
charantia) Terhadap Bakteri P. fluorescens 
 
y = 0,012x + 7,6507 
R² = 0,855 
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